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Colture cellulari di cellule animali:
1. Sistemi modello per lo studio della biologia e della 
biochimica di base, delle interazioni tra agenti patogeni e 
cellule, studi sull’invecchiamento e nutrizione
2. Test di tossicità. Si usano principalmente cellule derivate 
dal fegato o dal rene.
3. Ricerca sul cancro: studio delle differenze tra cellule 
normali e cellule tumorali, ma anche trasformazione delle 
cellule normali, mediante radiazioni, virus o cancerogeni. 
Studio degli effetti dei farmaci o di terapie antitumorali.
4. Virologia: è stata una delle prime applicazioni delle colture 
cellulari animali per la replicazione di virus da utilizzare 
nella produzione di vaccini invece dell’utilizzo di animali da 
laboratorio. Si utilizzano anche per gli studi di base per 
capire come i virus infettino e si replichino, e per l’analisi 
clinica, per l’isolamento e la determinazione dei virus 
patogeni.
5. Produzione su scala industriale. La prima applicazione è stata la 
produzione di vaccini, poi la produzione di sostanze di interesse 
(proteine, ormoni, anticorpi monoclonali) mediante cellule 
ingegnerizzate. Oggi un campo in netta espansione è l’utilizzo di 
cellule per il “rimpiazzo” di tessuti o organi danneggiati. La pelle 
artificiale e’ una realta’ commerciale, e molto interesse e’ puntato 
sulla possibilita’ di avere pancreas, fegato o reni artificiali, 
nonche’ sull’utilizzo delle cellule staminali.
6. Diagnosi genetica. Diagnosi prenatale, determinazione di 
alterazioni cromosomiche, mutazioni ecc.
7. Ingegneria genetica. Tecniche che permettono di identificare, 
isolare e trasferire artificialmente un gene dal patrimonio 
genetico di un organismo a quello di un altro essere: fonde 
competenze di genetica e di biologia molecolare. 
8. Terapia genica. La terapia genica consiste nella 
modificazione genetica delle cellule di un paziente al fine 
di combattere una malattia, attraverso strategie differenti. 
Per ottenere dei risultati positivi in terapia genica non 
basta conoscere la sequenza completa del genoma umano, 
ma occorre comprendere a fondo i meccanismi con cui il 
gene difettoso produce i suoi effetti sull'organismo.
9. Sviluppo e screening di nuovi farmaci.
Le cellule
nucleo
mitocondri
• Le cellule si dividono 
in cellule ADESE e in 
cellule in 
SOSPENSIONE, a 
seconda dell’organo di 
origine
Cellule ADESE: SaOs2 
Cellule in sospensione : cellule 
Jurkat (derivate da linfociti T) 
• Le cellule si dividono anche in cellule 
primarie (appena espiantate dall’organo di 
provenienza) e linee cellulari, una volta 
messe in coltura e lasciate replicare almeno 
una volta.
Le linee cellulari si dividono:
• In linee di cellule normali, che hanno una 
crescita finita, cioè  si duplicano dalle 30 
alle 50 volte, poi invecchiano e muoiono.
• In linee di cellule immortalizzate e/o 
trasformate, che vivono indefinitamente 
(ma attenzione, cambiano!). A queste di 
solito appartengono anche le cellule 
derivate da tumori.
La coltura cellulare
Le cellule possono essere coltivate in vitro
purchè si garantisca loro un ambiente 
sterile, il corretto apporto di nutrienti, di 
fattori di crescita e di oligoelementi, di 
ossigeno, il pH, la pressione osmotica e la 
temperatura ottimale.
Sicurezza
Le cellule animali possono essere veicolo di malattie, 
e il pericolo cresce quanto più le cellule 
provengono da specie animali affini alla nostra 
(primati). Ovviamente quelle umane possono 
essere le piu’ pericolose.
Ci sono una serie di regole da seguire per garantire la 
corretta gestione delle cellule con la massima 
sicurezza dell’operatore.
Anche voi studenti siete ritenuti LEGALMENTE
responsabili della sicurezza vostra e del gruppo, 
SE CORRETTAMENTE FORMATI E 
INFORMATI.
Rischio di esposizione ad Agenti Biologici 
(Titolo X, D. L.vo 81/08)
Campo di applicazione (art. 266)
Tutte le attività lavorative nelle quali vi è rischio 
di esposizione ad agenti biologici con esclusione 
dei Microrganismi Geneticamente 
Modificati (MOGM) il cui utilizzo confinato è 
regolamentato dal D. L.vo 206/01.
E’ importante distinguere
USO DELIBERATO: quando gli 
agenti biologici vengono 
deliberatamente introdotti nel 
ciclo lavorativo per esservi 
trattati, manipolati o 
trasformati ovvero per 
sfruttarne le proprietà 
biologiche a qualsiasi titolo
ESPOSIZIONE POTENZIALE: 
quando si determina la presenza 
di agenti biologici, anche di 
gruppo 4, non orientata ad un 
vero e proprio uso, mancando il 
deliberato intento di farne oggetto 
dell’attività lavorativa
Università e centri di ricerca, 
Sanità, Zootecnica e Veterinaria, 
Industrie delle biotecnologie, 
Farmaceutica, Alimentare, 
Chimica, Energia, Ambiente, 
Miniere, Agricoltura, Industria 
bellica.
Industrie alimentari, Agricoltura, 
Zootecnica, Macellazione e 
lavorazione carni, Servizi veterinari, 
Servizi sanitari, Laboratori 
diagnostici, Servizio di raccolta, 
trattamento, smaltimento rifiuti, 
Servizio di disinfezione e 
disinfestazione, Impianto di 
depurazione di acque di scarico.
Classificazione (art. 268)
 
Gruppo Possibilità di 
causare 
malattia 
Probabilità di 
propagazione 
nella comunità 
Misure 
profilattiche o 
terapeutiche 
Esempi 
1 Bassa possibilità 
-- -- -- 
2 Sì Sì, bassa Efficaci Morbillo (V), poliomielite (V), 
candida (A), 
botulino (T) 
3 Sì, grave Sì Di norma presenti 
AIDS** (D), 
epatite C** (D), 
febbre gialla 
(V), BSE **(D) 
4 Sì, grave Sì, alta Assenti Ebola 
 
 
A: possibili effetti allergici;     D: l'elenco dei lavoratori che hanno operato con detti 
agenti dove essere conservato per almeno dieci anni dalla cessazione dell'ultima 
attività comportante rischio di esposizione;     T: produzione di tossine;      V: 
vaccino efficace disponibile,
Cellule usate nel nostro laboratorio
• Cellule UMANE
HL60  leucemia promielocitica
Jurkat leucemia linfociti T
U2OS SaOS Osteosarcomi
Classe di pericolosità : 1
LE CELLULE UMANE DEVONO ESSERE 
SEMPRE CONSIDERATE POTENZIALMENTE 
INFETTE
Allegato XLVI
Elenco degli agenti biologici classificati 
Esempi
-2Toxoplasma gondii
A2Aspergillus Fumigatus
D3**Encefalite spongiforme bovina (BSE) 
V4Variola (maior e minor) virus
D 2Papillomavirus dell'uomo
V, D3**Virus Epatite B
T, V2Corynebacterium diphtheriae
V3Mycobacterium tuberculosis
RilievoClassificazioneAgente Biologico
http://www.phac-aspc.gc.ca/msds-ftss/index.html
Interventi di Prevenzione e Misure di Sicurezza in 
caso di Rischio Biologico
INTERVENTI DI PROTEZIONE DELL’AMBIENTE
• Verifica della corretta funzionalità delle aree di contenimento
• Disinfezione (formaldeide, UV, etc)
• Disinfestazione
• Corretto sistema di filtrazione dell’area
• Trattamento dei rifiuti e dei reflui
INTERVENTI DI PROTEZIONE INDIVIDUALE
• Uso dei DPI
• Sistemi di lavaggio e disinfezione
MISURE DI SICUREZZA
• Organizzazione del lavoro
• Formazione - informazione
• Misure di contenimento
• Controllo dell’accesso, segnaletica di sicurezza
Allegato XLVII
Specifiche sulle misure e sui livelli di contenimento
SISISISpecifiche procedure di disinfezione
SI 
estratta 
ed 
immessa
SI 
sull’aria 
estratta
NOL’aria immessa nella ZdL e l’aria estratta 
devono essere filtrate attraverso un 
ultrafiltro (HEPA) o simile
SI con 
camera di 
compensa
zione
SIRaccL’accesso deve essere limitato alle 
persone autorizzate
SIRaccNOLa ZdL deve poter essere chiusa a tenuta 
per consentire la disinfezione
SIRaccNOLa zona di lavoro (ZdL) deve essere 
separata da qualsiasi altra attività nello 
stesso edificio
432
B. Livello di contenimentoA. Misure di contenimento
SISISIDeposito sicuro per agenti biologici
SISIRaccControllo efficace dei vettori (roditori, 
insetti, etc.)
SI
Banco
Arredo
Muri
Pavimento
SI
Banco e 
pavimento
SI
banco
Superfici idrorepellenti e di facile 
pulitura
SISIRaccSuperfici resistenti agli acidi, agli 
alcali, ai solventi, ai disinfettanti
SIRaccNOLa ZdL deve essere mantenuta ad una 
pressione negativa rispetto a quella 
atmosferica
432
B. Livello di contenimentoA. Misure di contenimento
SI con 
sterilizz
azione
SISIMezzi e Procedure per il trattamento 
dei rifiuti
Facolt.Facolt.NOTrattamento delle acque
SIRaccNOI laboratori devono contenere 
l’attrezzatura a loro necessaria
SISI quando 
l’infezione 
è veicolata 
dall’aria
Ove OpportunoI materiali infetti, compresi gli 
animali, devono essere manipolati in 
cabine di sicurezza, isolatori o altri 
adeguati contenitori
SI
Sul 
posto
SI
disponibile
RaccInceneritori per l’eliminazione delle 
carcasse di animali
SIRaccRaccFinestra d’ispezione o altro 
dispositivo che permetta di vederne 
gli occupanti
432
B. Livello di contenimentoA. Misure di contenimento
Principi
• Livello di biosicurezza (BL1, BL2, BL3, BL4)
• Precauzioni di laboratorio (standard e speciali)
• Equipaggiamento di sicurezza (barriera primaria)
• Requisiti costruttivi (barriera secondaria)
• Cappe di sicurezza biologica
• DPI (guanti, camice, protezione occhi e viso)
• Pipettatrici automatiche
• Centrifughe con rotore e contenitori di sicurezza
BL1 (agenti biologici non pericolosi per l’uomo)
Requisiti:
Porte
Lavandino per 
lavare le mani
Superfici 
facilmente pulibili, 
idrorepellenti e 
resistenti
Raccolta 
differenziata dei 
rifiuti
Facile da pulire e 
decontaminare
Restringere l’accesso 
ai soli addetti
Divieto di bere, 
mangiare e fumare 
Divieto di pipettare a 
bocca 
BL1 Precauzioni standard
Usare pipette 
meccaniche
Lavare spesso 
le mani
BL1 Precauzioni standard
Minimizzare la produzione di aerosol e spruzzi
Decontaminare giornalmente le superfici di lavoro
Decontaminare i rifiuti
Mantenere vettori sotto controllo (insetti, roditori, 
etc.)
BL1 Precauzioni speciali: non richieste
Equipaggiamento di sicurezza
Camice e guanti
Protezione 
viso ed occhi
BL1
BL2 (moderatamente pericolosi per la salute 
dell’uomo e per l’ambiente)
Requisiti:
Porte chiudibili
Lavandino per lavare le mani
Superfici facilmente pulibili, 
idrorepellenti e resistenti
Cappa biologica di sicurezza 
(classe II)
Illuminazione adeguata
Lavaocchi
Ricambio aria forzato senza 
ricircolo 
Disponibilità di un autoclave
Raccolta differenziata dei 
rifiuti
Separato da zone con rischi 
diversi (es: studi, accesso 
pubblico, etc.)
BL2 Precauzioni standard = BL1
Precauzioni speciali
• Limitare l’accesso agli immunocompromessi
• Accesso consentito solo agli immunizzati
• Informare il personale sui rischi 
presenti/potenzialmente presenti 
• Formazione ed addestramento 
• PRECAUZIONI PARTICOLARI CON AGHI E 
TAGLIENTI
• Applicare segnaletica di rischio biologico
• Redigere specifiche procedure
• Tenere traccia degli incidenti ed dei versamenti 
accidentali
PRECAUZIONI PARTICOLARI CON AGHI E TAGLIENTI
Usare contenitori per taglienti
NON rompere, piegare, reincapucciare
e/o riutilizzare siringhe o aghi.
NON utilizzare sacchi comuni per i 
taglienti o aghi
NON toccare la vetreria rotta con 
le mani
Utilizzare dove possibile materiali plastici
IN AGGIUNTA A BL1: CAPPE BIOHAZARD DI CLASSE II
BL2 Equipaggiamento di sicurezza
BL3 (a.b. che possono determinare malattie serie e/o 
potenzialmente letali; esposizione per via inalatoria)
Requisiti:
GLI STESSI DI BL1 E BL2
Ed inoltre
Laboratorio in edificio separato 
oppure in zona isolata 
nell’edificio
Doppia porta di entrata
Impianto di ricambio aria 
esclusivo e filtrato HEPA in 
uscita
10-12 ricambi aria/ora
Tutta l’attrezzatura necessaria 
deve essere all’interno del lab.
Protezioni sulle apparecchiature 
e nelle operazioni che possono 
generare aerosol
Pareti resistenti all’acqua per 
facilitare la pulizia.
Cappa Biohazard di classe II o 
III
BL3 Equipaggiamento di sicurezza
CAPPE BIOHAZARD DI 
CLASSE III
PROTEZIONE DELLE LINEE PER IL VUOTO CON TRAPPOLE CON 
DISINFETTANTE O FILTRO HEPA
IN AGGIUNTA A BL1 e BL2
BL3
Equipaggiamento di 
sicurezza
IN AGGIUNTA A BL1 e BL2
EVANTUALI PROTEZIONI 
RESPIRATORIE
CAPPE BIOHAZARD CERTIFICATE 
UTILIZZARE AUSILI PER IL 
CONTENIMENTO DELL’AEROSOL
PULIRE IMMEDIATAMENTE 
QUALSIASI TIPO DI 
CONTAMINAZIONE ACCIDENTALE
Precauzioni speciali
IN AGGIUNTA A BL2
BL3
Precauzioni specialiBL3
• Accesso strettamente controllato 
• Informare il personale sui rischi presenti/potenzialmente 
presenti 
• Formazione ed addestramento 
• Redazione di specifiche procedure da seguire 
scrupolosamente
• Registrazione e descrizione degli eventuali incidenti
BL4 (a.b. molto pericolosi trasmissibili anche per via aerea 
e che possono determinare malattie compromettenti la 
vita dell’individuo)
Requisiti:
GLI STESSI DI BL1, BL2 e BL3
Ed inoltre
Doppia porta di entrata con 
interblocco
Tutta l’attrezzatura necessaria 
deve essere esclusiva del lab.
Decontaminazione dei reflui e dei 
rifiuti prima dello scarico; 
filtrazione dell’aria in entrata ed in 
uscita
Sistema di comunicazione fra 
interno ed esterno del lab.
Respiratore di emergenza
Generatore di emergenza
Uscita di emergenza
Cappa Biohazard di classe II (B2) o 
III
BL4 Equipaggiamento di sicurezza
IN AGGIUNTA A BL1, BL2 e BL3
CAPPE BIOHAZARD DI 
CLASSE II (B2) o III
PROTEZIONE TOTALE IN 
PRESSIONE POSITIVA
Precauzioni specialiBL4 IN AGGIUNTA A BL3
• Decontaminazione degli 
effluenti liquidi
• Decontaminazione dei rifiuti 
solidi
• Accesso controllato alla zona
• Stanza filtro in cui cambiare gli indumenti
• Doccia all’uscita del laboratorio
• Formazione ed addestramento 
• Redazione di specifiche procedure da seguire 
scrupolosamente
• Registrazione e descrizione degli eventuali incidenti
CAPPE BIOLOGICHE E 
BIOHAZARD
Cappe Biologiche
֠Cappe a flusso laminare 
orizzontale o verticale (banchi 
puliti)
֠Cappe “Biohazard”
Cappa a flusso laminare orizzontale o verticale
NESSUNA 
PROTEZIONE PER 
L’OPERATORE
Filtri HEPA (High Efficiency Particulate Air Filter)
Filtri con efficienza compresa fra 99.97% e 99.999% per particelle con 
diametro di 0.3 µm
SE efficienza > del 99.999% allora filtro ULPA (Ultra Low Penetration Air)
Intrappolano solo particolato!!! Per agenti chimici servono filtri a carboni 
o molecolari
Classe I
scarsaottimabuona
campioneambienteoperatore
Protezione
L'aria viene aspirata 
esclusivamente attraverso 
l'apertura frontale, prima di 
essere reimmessa
nell'ambiente passa 
attraverso un filtro HEPA
Adatta a manipolazioni a 
basso rischio: 
microrganismi di gruppo 
1 - 2
Classe II (A, B1, B2)
Flusso laminare verticale 
nell'area di lavoro, sistema di 
filtri HEPA a monte e a valle 
dei campione, solo una parte 
dell'aria entra dall'apertura 
frontale 
Adatta a manipolazioni a 
medio rischio: microrganismi 
di gruppo 2 - 3 
buonaottimabuona
campioneambienteoperatore
Protezione
Classe III (Glove Box)
buonaottimaottima
campioneambienteoperatore
Protezione
Sistema chiuso 
ermeticamente, in 
pressione negativa 
(filtro HEPA sull'aria in 
entrata e doppio filtro 
HEPA in uscita). 
Si accede tramite guanti
Adatta a manipolazioni 
ad alto rischio: 
microrganismi di gruppo 
3 - 4
La cappa BioHazard deve essere collocata:
> isolata dalla altre aree di lavoro
> non in prossimità di zone di passaggio
> lontano dai bocchettoni dell’impianto di ventilazione
> lontano dalla porta di ingresso
PROCEDURA OPERATIVA DI 
UTILIZZO
1) mettere all’interno della cappa tutto il necessario per 
l’esperimento
2) avviare la cappa e lasciarla in funzione per 10 – 15 
minuti controllare il flusso con una striscia di carta 
leggera
3) accedere al vano cappa ed eseguire le manipolazioni 
lentamente, senza bruschi movimenti
4) al termine dell’esperimento decontaminare e 
disinfettare tutto ciò che deve essere estratto dalla 
cappa
5) decontaminare l’interno della cappa
6) lasciare funzionare la cappa per 10 – 15 minuti
7) spegnere
Misure comportamentali per l’utilizzo in sicurezza
•Entrare decisi nella cappa evitando di compiere 
movimenti bruschi
•Posizionare l’occorrente all’interno della cappa in 
maniera ordinata avendo cura di non ostruire gli 
elementi ventilanti della cappa
•Posizionare il contenitore per i rifiuti all’interno della 
cappa
•Fare attenzione ad eventuali 
interruzioni/perturbazioni del flusso laminare 
•Decontaminare tutto il materiale che deve essere 
estratto dalla cappa 
• Gli agenti chimici possono danneggiare i filtri 
HEPA con pericolo di esposizione ad agenti 
chimici e/o infettivi
• Ricordare che la cappa non è adatta per 
l’utilizzo di agenti chimici; al limite è permessa 
la manipolazione di agenti chimici a bassa 
volatilità e di piccolissime aliquote di agenti 
chimici volatili. 
• L’elettroventilatore di norma non è protetto 
per le esplosioni quindi non manipolare MAI 
composti facilmente o estremamente 
infiammabili. 
• Verificare la funzionalità della cappa ALMENO 
1 volta/anno
• Introdurre nella cappa tutto il materiale 
necessario per la sperimentazione prima di 
cominciare 
CENTRIFUGHE
CENTRIFUGHE
~ 120,000Ultracentrifughe
2,000 – 20,000Centrifughe (bassa/alta)
~ 15,000Microcentrifughe
Velocità (rpm)Tipo
PERICOLI ASSOCIATI ALL’UTILIZZO
• ROTTURA MECCANICA DELL’APPARECCHIO
• ROTTURA DELLA VETRERIA (provette, apertura tappi, 
etc.)
• PRODUZIONE DI AEROSOL
• ERRORI DEGLI OPERATORI
PROCEDURA OPERATIVA DI UTILIZZO
1) controllare che le provette non siano 
incrinate/graffiate
2) avere a disposizione una vasta scelta di vetreria e 
contenitori
3) utilizzare contenitori chiudibili
4) bilanciare il peso
5) comprare SOLO vetreria e contenitori di sicurezza 
(adatti per centrifuga), meglio di plastica 
6) assicurarsi che il rotore sia bloccato e gli alloggi ben 
ancorati
Misure comportamentali per l’utilizzo in 
sicurezza delle centrifughe
• Decontaminare/disinfettare la centrifuga ogni 
settimana e tutte le volte che si hanno versamenti 
accidentali (schizzi, rottura di provette, etc.)
• Effettuare periodicamente la manutenzione della 
centrifuga (lubrificare guarnizioni e filettature) 
secondo quanto indicato dal manuale
• Non utilizzare mai un rotore se è caduto
• Tenere un report della centrifuga in cui annotare 
controlli di routine, particolari eventi accidentali, 
manutenzioni straordinarie, pulizie di routine ed 
eccezionali, etc.)
